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1. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

[X] tl^c description: 

pages 1-17,19-21,23-31 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



18,22 



, filed with the letter of 



10 March 2001 (10.03.2001) 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/3-3/3 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or fiimished to this Authority in the following language which is: 



□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

CZI the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

n 
□ 
□ 
□ 
□ 

international application as filed has been furnished. 



contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 



n 
□ 



The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 
I I the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70 J 7). 

^* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 








Novelty (N) 


Claims 


1 


- 1 6 VES 




Claims 




NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1 


-16 YES 




Claims 




NO 


Industrial ^plicability (lA) 


Claims 


1 


~ ^ ^ YES 




Claims 




NO 



2. Citations and explanations 

The following documents are referred to: 

Dl: FR-A-2 681 868 (SEDERMA SA) 2 April 1993 

D2: EP-A-0 751 150 (COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE) 

2 January 1997 & FR-A-2 736 056 (CEA) 3 January 

1997, cited in the application. 



1. Novelty 

The subject matter of Claims 1-16 is novel in relation to 
the available prior art (PCT Article 33(2)), 



Dl, which represents the closest prior art, describes 
amphiphilic cyclodextrin derivatives obtained by attaching 
fatty chains to the primary hydroxyl groups of the glycosyl 
residues (see compound (IV) on page 4, lines 1-6, consisting 
of cyclodextrins mono-modified at position 6 in which X = 
-NH-CO-R, R being a straight or branched C6 to C20 alkyl 
chain, optionally saturated and optionally hydroxylated) . 
These cyclodextrin derivatives are used in cosmetic 
compositions and in pharmaceutical applications. 

The cyclodextrin derivatives of Claims 1 and 7 are 
distinguished from that of Dl by the presence of a group 
derived from a steroid at the end of the aliphatic chain. 
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2 . Inventive Step 



2.1 The subject matter of Claims 1-7 is inventive (PCT 
Article 33(3) . 



The technical problem addressed by the present 
invention can be considered to be that of providing 
amphiphilic cyclodextrin derivatives which are stable 
in physiological media, capable of including 
hydrophobic chemical compounds, readily incorporated 
into organised surfactant systems leading to the 
formation of mixed systems, and which have self- 
organisation properties in aqueous media. 

Neither Dl nor D2 suggests that the alkyl grouping R of 
Dl should be replaced by a substituent derived from a 
steroid in order to obtain the desired effects. 



Furthermore, the cyclodextrin derivatives of D2 are not 
stable in physiological media; their ability to be 
incorporated in organised systems remains limited; and 
they do not spontaneously self -organise in aqueous 
media so as to provide particles with well defined 
dimensions and shapes. 



The cyclodextrin derivatives of Dl do not possess the 
ability to self-organise and are not stable in 
physiological media. A comparison between Example 8 of 
Dl and the description of the present application (page 
18, lines 25-27; and page 28, lines 18-25) shows that 
the cyclodextrin derivatives of the present application 
lead to the formation of mixed spherical aggregates of 
DMPC/cyclodextrin when brought into contact with an 
aqueous suspension of DMPC (clear, transparent 
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solution) , which is not the case in Dl (opalescent 
solution) . 



2,2 The subject matter of Claims 8-16, concerning a method 
for preparing an amphiphilic cyclodextrin derivative as 
per Claim 1, inclusion complexes of cyclodextrin 
derivatives as per Claims 1-1, an aqueous solution of 
nanoparticles of a cyclodextrin derivative as per one 
of Claims 1-7 and an inclusion complex as per one of 
Claims 10-12; is likewise inventive (PCT Article 
33 (3) ) . 



3. Industrial Applicability 



The subject matter of Claims 1-16 is industrially 
applicable (PCT Article 33 ( 4 ) ( a) ( i ) ) . 
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Vn. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), 
neither Dl nor the relevant prior art disclosed in that 
document is mentioned in the description. 
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(57) Abstract 

The invention concerns cyclodextrin derivatives of formula (I) wherein: R< represents a group derived from a steroid; R2 represents 
nr^^ r f ^1^1 ^Pt'°"^"y substituted; R3 represents H or R2; all the R^ represent 0R2. or one of the R^ represents -NHCO(CH2)n. 
CONHR . Said denvatives are useful for transporting hydrophobic molecules for pharmaceutical or cosmetic uses, by formina organised 
systems m an aqueous medium, independently or associated with phospholipids. 



(57) Abrege 

LMnvention conceme des ddrivds de cyclodextrine de formule (I) dans laquelle: R' represente un groupe d6nv6 d'un steroide, 
R2 reprdsente un groupe alkyle ou aryle eventuellement substitue- reprdsente H ou R^, tous les R"* representent OR^, ou Tun des 
R4 reprdsente -NHC0(CH2)mCONHR\ Ces d6riv6s permettent d'assuier le transport de molecules hydrophobes pour des applications 
pharmaceutiques ou cosmdtiques. en formant des syst^mes organises en milieu aqueux, sculs ou avec des phosphoUpides. 
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CYCLODEXTRINES AMPHIPHILES, UBUR PREPARATION ET LEUR 
UTILISATION POUR SOLUBILISER DES SYSTEMES ORGANISES ET 
INCORPORER DES MOLECUI.ES HYDROPHOBES. 



DESCRIPTION 



5 Dozaaxne 'technique 

La presents invention a pour objet de 
nouveaux derives de cyclodextrines, utilisables en 
particulier pour 1 ' incorporation en milieu aqueux de 
composes chimiques hydrophobes tels que des molecules 

10 pharmaceutiquement actives, des molecules a 
applications cosmetiques et des molecules utilisees 
comme agents de contraste pour I'imagerie medicale. 

De fa?on plus precise, elle concerne des 
derives amphiphiles de cyclodextrines presentant des 

15 proprietes d' auto-organisation en milieu aqueux et 
etant susceptibles de s'incorporer dans des systemes de 
tensioactifs organises conduisant a la formation de 
systemes mixtes- 

Cette incorporation dans des systemes de 

20 tensioactifs organises tels que des petites vesicules 
de phospholipides, est destines a permettre le 
transport de molecules hydrophobes incluses dans la 
cyclodextrine, par exemple d'un principe actif, en 
particulier par voie transmembranaire, par exemple 

25 transdermique . 
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Etat de la technique anterieure 

Les cyclodextrines ou cyclomaltooligosac- 
charides sont des composes d' origins naturelle form6s 
par I'enchainement de 6, 7 ou 8 unites glucose liees en 
5 a- 1-^4. De nombreux travaux ont montre que ces composes 
pouvaient former des complexes d' inclusion avec des 
molecules hydrophobes permettant ainsi leur 
solubilisation dans des milieux aqueux. De nombreuses 
applications ont ete proposees pour tirer profit de ce 
10 phenomene, en particulier dans le domaine 
pharmaceutique, comme il est decrit par D. Duchene, 
dans « Pharmaceutical Applications of Cyclodextrins », 
paru dans « Cyclodextrins and their industrial uses », 
Editions de Sante, Paris 1987, pp. 213-257 [1]. Des 
15 compositions pharmaceutiques utilisant des 

cyclodextrines ont deja ete commercialisees au Japon, 
en Italie et plus recemment en France, par exemple par 
Pierre Fabre Medicament pour le Brexin® qui est un 
complexe d' inclusion du Piroxicam dans la p- 

20 cyclodextrine. 

Parmi les cyclodextrines utilisables, la p- 
cyclodextrine (comportant 7 unites glucose), est la 
plus adaptee au niveau de la taille de sa cavite et la 
moins chere des trois. Des modifications chimiques de 
la p-cyclodextrine ont ete decrites afin de la rendre 
amphiphile dans le but de I'incorporer a des systemes 

Ainsi, des cyclodextrines amphiphiles 
portant de multiples chaines sur la face primaire ont 
30 ete etudiees. A. Yabe et coll ont decrit dans « Thin 



25 

organises 
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Solid Films, (1988), 160, pp. 33-41 [2], le derive 
per ( 6-dodecylamino-6-desoxy ) -p-cyclodextrine af in de 
former des couches de Langmuir-Blodgett stables . De 
meme, L. Jullien et coll ont decrit dans J. Chem. Soc. 
5 Perkin Trans 2, 1993, pp. 1011-1022 [3], des derives de 
P-cyclodextrine comportant des chaines aliphatiques 
situees en positions primaires et secondaires, en vue 
d'incorporer ces derives de cyclodextrines dans des 
vesicules de phosphatidylcholine- Ces derives sont 

10 amphiphiles et peuvent etre incorpores dans les 
vesicules, mais la cavite interne de la cyclodextrine 
n'est plus accessible en raison du fort encombrement 
sterique des chaines aliphatiques. Par consequent, ces 
derives sont incapables d'inclure des molecules 

15 hydrophobes, en particulier des molecules de principe 
actif . 

Recemment, il a ete montre par A. Gulik et 
coll dans Langmuir (1998), lA, pp. 1050-1057 [4], que 
des cyclodextrines dites a « jupes », portant des 

20 chaines d' acides gras greffees sur les hydroxyles 
secondaires pouvaient former des nanospheres stables. 
Ces super-assemblages moleculaires semblent presenter 
des proprietes d' encapsulation et de relargage tres 
prometteuses en raison des effets cumulatifs de la 

25 specificite de taille et de transport des 
cyclodextrines, d'une part, et d' organisation des 
nanoparticules, d' autre part. Toutefois, il faut 
souligner que la synthese et surtout la purification de 
telles cyclodextrines restent tres difficiles et 

30 necessitent de longues etapes de purification 
conduisant a de faibles rendements. II est evident que 
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les proprietes d' organisation supramoleculaire sont 
drastiquement liees a la purete chimique des derives de 
cyclodextrines amphiphiles. 

J. Lin et coll ont decrit dans 
5 FR-A-2 736 056 [5] et dans J. Cham. Soc. Perkin Trans 
2, (1998), pp. 2638-2646 [6], la synthese de derives de 
cyclodextrines appelees « Bilboquets » comportant une 
ou plusieurs chaines aliphatiques leur conferant des 
proprietes amphiphiles sans conduire pour autant au 
10 ph^nomene d' auto-inclusion de la ou des chaines dans la 
cyclodextrine. De ce fait, on peut obtenir a partir de 
tels derives des complexes d' inclusion contenant une 
molecule hydrophobe et 1' incorporation de ces complexes 
dans des vesicules phospholipidiques . Toutefois, ces 
molecules se sont revelees peu stables en milieu 
physiologique, soit a des pH egaux et superieurs a 1, 
et leurs capacites d' incorporation dans des systemes 
organises restent limitees. De plus, ces molecules 
Bilboquets ne s' auto-organisent pas spontanement en 
milieu aqueux pour donner des particules de taille et 
de forme bien definies. 

Expose de 1' invention 

La presente invention a precisement pour 
objet des derives amphiphiles de cyclodextrines, 
25 stables en milieu physiologique, susceptibles d' inclure 
des composes hydrophobes, ayant de bonnes capacites 
d' incorporation dans des systemes organises et 
presentant de plus des proprietes d' auto-organisation 
en milieu aqueux. 



20 
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Selon 1' invention, le derive amphiphile de 
cyclodextrine repondant a la formule : 



10 



15 



20 



25 



30 



^NHCO — (CH2)m— CONH — r1 
-O 




\ 




dans laquelle : 

R"^ represents un groupe derive d'un steroide, 

2 



R"" represente un groupe alkyle ou aryle 
event uellement substitue, 

3 2 

R represente H ou R , 

4 y 2 

tous les R representent OR , ou 
- l^un des R^ represente -NHCO (CH2) mCONHR^ et les autres 

R^ representent OR^ a condition qu' il y ait au moins 

4 2 
une unite glucose avec R representant OR entre les 

deux unites glucose comportant le 

substituant — ^NHCO — (CH2) m— <^ONH — , 

m est un nombre entier allant de 1 a 8, et 

n est egal a 5, 6 ou 7 . 

On rappelle que les steroldes sont des 
composes derivant d'un noyau polycyclique de formule : 
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15 



20 



dans laquelle R represente un groupe hydrocarbone 
lineaire ou ramifie de 1 a 9 atomes de carbone, et 
dans lesquels le noyau polycyclique peut comporter une 
ou plusieurs doubles liaisons, et un ou plusieurs 
substituants choisis parmi CH3, OH et O, sur un ou 
plusieurs atomes de carbone des cycles 

Dans le derive de cyclodextrine de 
1' invention, peut representer un groupe derive des 
sterols par elimination du groupe hydroxyle du premier 
cycle, ayant un degre d' insaturation de 0 a 6. II peut 
s'agir aussi de groupes derives de sterones. Par 
exemple r' peut representer un groupe derive du 
cholesterol tel que le groupe de formule : 



25 




OT(CH 3)2 



(HI) 



30 Dans le derive de 1' invention, on obtient 

les propri^tes amphiphiles grace a la presence d' un ou 
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deux substituants comportant un groupe derive d'un 
sterolde . 

Lorsque le derive comporte deux 
substituants de ce type , il est necessaire qu' ils ne se 
5 trouvent pas sur deux unites glucose adjacentes de la 
cyclodextrine, en raison de leur encombreinent . 

Aussi, les deux unites glucose comportant 
ces substituants sont separees par une ou deux unites 
glucose ayant un substituant OR . 
10 De preference, le derive de cyclodextrine 

ne comporte qu' un seul substituant de ce type , tous les 

4 , 2 

R represent ant OR . 

Dans le derive de cyclodextrine de 
1' invention, le groupe R^ represent e un groupement 

15 alkyle lineaire ou ramifie ou aryle, eventuellement 
substitue . Lorsque 1 ' on utilise un groupe alkyle, 
celui"Ci a generalement de 1 a 4 atomes de carbone et 
il est de preference lineaire . Le groupe aryle peut 
etre par exemple le groupe phenyle ou le groupe 

20 benzyle . Les substituants eventuels de ces groupes 
alkyle ou aryle peuvent etre par exemple des atomes 
d'halogenes et des groupes hydroxyle, carboxyle et 
amine . Avantageusement , R^ represent e le groupe 
methyle . 

25 R^ peut representer un a tome d' hydrogene ou 

2 

un groupe alkyle identique ou different de R . De 

preference, R^ represente H. 

Dans la formule (I) donnee ci-dessus, la 
chaine aliphatique reliant le groupe derive d'un 
30 sterolde a 1' unite glucose peut comporter entre les 
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deux groupes amido, de 1 a 8 atomes de carbone . On 
obtient de bons resultats avec deux atomes de carbone, 
soit avec m egal a 2. 

Les derives de cyclodextrine de 1' invention 

5 peuvent etre des derives de I'a-, p- ou y~CD. De 
preference, on utilise les derives de la p-CD ce qui 
correspond dans la formule (I) donnee ci-dessus au cas 
ou n est egal a 6. 

Les derives de cyclodextrine de 1' invention 
10 peuvent etre prepares par des precedes classiques a 
partir des derives mono-azido ou diazido de 
cyclodextrines correspondants . 

Dans le cas ou I'on veut preparer un derive 

3 

de formule (I) tel que def ini ci-dessus avec R 
15 representant un atome d'hydrogene, le precede comprend 
les etapes suivantes : 

a) faire reagir un derive de formule : 



O 




30 

dans laquelle tous les representent OH, ou I'un des 
R^ represente — N3 et les autres R^ representent OH a 
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condition qu' il y ait au moins une unite glucose avec 
representant OH entre les deux unites glucose 
comportant le substituant N3, et n est egal a 5, 6 ou 
7, 

avec un sulfate de dialkyle S04R^2 avec ayant la 

signification donnee ci-dessus, en milieu basique pour 
obtenir le derive de cyclodextrine de formule : 



10 



15 



20 



25 




(V) 



dans laquelle tous les R^ representent OR^, ou I'un des 
R^ represente N3 et les autres R^ representent OR^, et 
R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

b) effectuer une reaction de Staudinger sur le 
derive de formule (V) a I'aide de triphenylphosphine et 
d'ammoniaque pour convertir N3 en NH2 et obtenir le 
derive de formule : 



30 
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10 



5 



10 




15 dans laquelle tous les r"' representent OR , ou I'un des 
r'' represente NH2 et les autres R^ representent OR^, et 
R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

c) faire reagir le derive de formule (VI) avec 
un anhydride d' acide de formule : 



20 




(VII) 



ou m est tel que defini ci-dessus, pour obtenir le 
25 derive de formule : 
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15 



20 



25 



30 



NHCO(CH2)m — COOH 
-O 




.R8 




(VIII) 



dans laquelle tous les representent OR^ ou I'un des 

R^ represente — NHCO— (CHa) m— <:00H et les autres R^ 

representent OR^, et R^ m et n sont tels que definis 

ci-dessus, et 

d) faire reagir le derive de formula (VIII) 

avec un compose de formule NH2-R^ pour obtenir le derive 
de cyclodextrine de formule (I) defini ci-dessus. 

Les derives monoazido ou diazido utilises 
comma produit de depart dans le procede peuvent etre 
obtenus a partir du derive de cyclodextrine 
correspondant monotosyle ou ditosyle par action 
d'azoture de lithium dans I'eau. 

Dans I'etape a) du procede decrit ci- 
dessus, on fait reagir le derive de cyclodextrine de 
formule (IV) avec un sulfate de dialkyle S04R^2 daris 
melange de solvants organiques tels que le 
dimethylformamide (DMF) et le dim§thylsulfoxide (DMSO) 
dans des proportions 50:50 en volume, en presence d'une 
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base telle que 1 • oxyde de baryum et 1 ' hydroxyde de 
baryum, a 8'*C. On peut separer le derive de formule (V) 
ainsi obtenu en utilisant les precedes decrits en 
details dans I'exemple 1. 

5 Dans I'etape b) , on fait reagir le derive 

de formule (V) avec de la triphenylphosphine dans un 
solvant organique tel que le DMF puis on additionne de 
1 ' aininoniaque a 20%. Le derive de formule (VI) ainsi 
obtenu peut etre purifie par evaporation du solvant, 

10 elimination par filtration du precipite blanc forme 
puis separation par chromatographie echangeuse d'ions. 
Dans I'etape c) , on fait reagir le derive de formule 
(VI) avec 1* anhydride d'acide de formule (VII) voulu 
dans un solvant organique tel que le DMF. Le derive de 

15 formule (VIII) obtenu n'est pas isole et 1 ' etape d) 
suivante se fait directement dans le meme milieu 
reactionnel. On additionne alors des reactifs de 
couplage peptidique tels que le N^N'- 

diisopropylcarbodiimide et 1 ' hydroxybenzotriazole . Le 

20 derive de formule (VIII) reagit alors avec le compose 
de formule HaN-R"^ tel que la cholest-5-en-3a-ylamine . 
On peut separer le derive de formule I ainsi obtenu du 
milieu reactionnel par evaporation du solvant et 
purification par chromatographie sur colonne de gel de 

25 silice. 

Dans le cas ou I'on veut preparer un derive 

3 

de formule (I) tel que defini ci-dessus, avec R 
represent ant R^, le precede comprend les memes etapes 
que ci-dessus, mais dans I'etape a), on realise une 
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alkylation de tous les 
Dans ce cas, on realise 
a) faire reagir 



PCT/FROO/01102 

1^ 

groupes OH par un iodoalcane. 
les etapes suivantes : 
un derive de formula : 



5 



10 




dans laquelle tous les representent OH, ou I'un des 
represente — ^3 et les autres R^ representent OH a 
15 condition qu' il y ait au moins une unite glucose, avec 
R^ representant OH entre les deux unites glucose 
comportant le substituant N3, et n est egal a 5, 6 ou 
7, 

avec un iodoalcane de formule IR dans laquelle R a la 
20 signification donnee ci-dessus, en presence de NaH pour 
pour obtenir le derive de cyclodextrine de formule : 



25 




10 dans laquelle tous les representent OR^, ou I'un des 

R^ represente N3 et les autres R representent OR , et 

R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

b) effectuer une reaction de Staudinger sur le 

derive de formule (IX) a I'aide de triphenylphosphine 
15 et d' ammoniaque pour convertir N3 en NH2 et obtenir le 

derive de formule : 



20 




25 
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dans laquelle tous les representent OR^, ou I'un des 
r"^ represente NH2 et les autres R^ representent OR^, et 
R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

c) faire reagir le derive de formule (X) avec 
un anhydride d' acide de formule : 

(CH2)m.^^ 
CO CO (VII) 



10 



15 



20 



25 



30 



ou xn est tel que def ini ci-dessus, pour obtenir le 
derive de formule : 

NHCO — (CH 2)ni— CO2H 

-O 




(XI) 



dans laquelle tous les R representent OR ou I'un des 

R*^ represente — NHCO — (CH2)in — COOH et les autres r'^ 

representent OR^, et R^, m et n sont tels que definis 

ci-dessus, et 

d) faire reagir le derive de formule (XI) 

avec un compose de formule NH2-R^ pour obtenir le derive 

de cyclodextrine de formule (I) def ini ci-dessus. 
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L' invention a encore pour objet les 
complexes d' inclusion du derive de cyclodextrine de 
formule (I) avec un compose hydrophobe en vue de 
solubiliser ce compose hydrophobe dans un milieu 
5 aqueux. Les composes chimiques hydrophobes susceptibles 
d'etre solubilises dans des milieux aqueux au moyen de 
ces derives de cyclodextrine (I) peuvent etre de 
differents types. A titre d*exemple de tels composes, 
on peut citer des produits cosmetiques, des vitamines, 
10 des molecules pharmaceutiquement actives et des 
molecules utilisees comme agents de contraste pour 
I'imagerie medicale, par exemple, les composes decrits 
par Uekama et Irie dans Chemical Review (1998) , 9S_r 
pp. 2045-2076 [7] . 

15 De preference dans 1' invention, le compose 

chimique hydrophobe est une molecule pharmaceutiquement 
active. A titre d'exemples de telles molecules, on peut 
citer les steroldes, par exemple la prednisolone, les 
neurotropes comme la dothiepine, les bacteriostat iques 

20 comme le chloramphenicol, les vitamines comme la 
vitamine A, des toniques de la parol vasculaire comme 
I'esculine, et des agents de contraste pour I'imagerie 
medicale comme 1 ' acide 16-iodo-3-methylhexadecanoique . 

Ces complexes d' inclusion peuvent etre 
25 prepares par des precedes classiques, par exemple en 
ajoutant a une solution ou a une suspension de la 
cyclodextrine de formule (I) utilisee, une solution du 
compose hydrophobe dans un solvant organique approprie, 
par exemple 1' acetone. 
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Les derives de cyclodextrine de forinule (I) 
ont la propriete de s ' auto-organiser spontanement en 
milieu aqueux pour donner des nanoparticules de 25 a 
30 A de rayon moyen et de forme parfaitement spherique. 
5 Le nombre moyen de monomeres est de 24 molecules de 
derives de cyclodextrine par nanoparticule - Aussi 
1' invention a egalement pour objet une solution aqueuse 
de nanoparticules d'un derive de cyclodextrine de 
formule (I) seul ou sous forme de complexe d' inclusion 
10 avec un compose hydrophobe. 

Cette solution de nanoparticules peut etre 
preparee en formant une solution aqueuse du derive de 
cyclodextrine ou d'un complexe d' inclusion de ce derive 
ayant une concentration en derive ou complexe 
15 superieure a la concentration micellaire critique du 
derive . 

L' auto-organisation des cyclodextrines 
amphiphiles en nanoparticules dans un milieu aqueux, 
permet d' assurer le transport d'une molecule 
20 hydrophobe, par exemple un principe actif, en 
particulier par voie transmembranaire ou parenterale. 

Les derives de cyclodextrines de 
1' invention sont de plus particulierement interessants 
car ils peuvent etre incorpores dans des systemes 

25 organises de tensioactifs tels que des petites 
vesicules de phospholipide ou des micelles. Cette 
incorporation est destinee a permettre la 
solubilisation de systemes organises, en vue d' assurer 
le transport de principes actifs inclus dans le derive 

30 de cyclodextrine. 
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Aussi, 1' invention a aussi pour objet un 
systeme de tensioactifs organise comprenant un derive 
de cyclodextrine ou un complexe d' inclusion de ce 
derive conformes a 1' invention. Les tensioactifs 
susceptibles de former de tels systemes organises 
peuvent etre de differents types. A titre d'exemple, on 
peut citer les phospholipides repondant a la formule 
generale suivante : 



10 



20 



r3o CH2 

r3o — 



— H O (XII) 

II 

H2C O P O (CH2)2 N(CH3)3 

O" 

dans laquelle represente CH3- (CH2) p-CO avec p etant 

un nombre entier allant de 6 ^ 18. Ces phospholipides 
15 sont capables de former de petites vesicules 
unilamellaires. C'est le cas en particulier de la 
dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) qui repond a la 
formule ci-dessus avec p = 12. 



Pour incorporer le derive de cyclodextrine 
ou un complexe d* inclusion de ce derive conformes a 
1' invention dans le systeme organise de tensioactifs, 
on peut prealablement former des petites vesicules de 
DMPC par sonication puis a j outer dans la solution 
aqueuse le derive de cyclodextrine ou le complexe 
25 d' inclusion. Le systeme mixte ainsi obtenu devient 
alors parfaitement soluble dans 1 ' eau conduisant a une 
solution limpide. Le systeme mixte obtenu dans ce cas 
precis est une micelle mixte d'un rayon moyen de 60 A. 
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Aussi 1' invention a aussi pour objet une 
solution aqueuse comprenant en solution un systeme 
mixta forme a partir de vesicules de phospholipides ou 
de proteines membranaires, et d'au moins un derive de 
5 cyclodextrine ou d'au moins un complexe d' inclusion de 
derive de cyclodextrine conformes a 1' invention, 

De telles solutions sont interessantes car 
elles permettent d' assurer le transport de molecules 
hydrophobes, par exemple d'un principe actif par voie 
10 transmembranaire ou parenterale, pour des applications 
pharmaceutiques et cosmetiques. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1* invention apparaitront mieux a la lecture des 
exemples suivants donnes bien entendu a titre 
15 illustratif et non limitatif, en reference aux figures 
1 a 5 annexees . 

Breve descrlp-bion des desslns 

La figure 1 illustre le spectre de 
diffusion de neutrons experimental, en echelle 
20 logarithmique, d'une solution aqueuse de nanoparticules 
du derive de cyclodextrine obtenu dans 1* exemple 1 avec 
trois courbes theoriques de diffusion de micelles 
spheriques, de micelles cylindriques et de bicouches. 



25 



La figure 2 illustre 1' aspect de differents 
melanges de cyclodextrine et de phospholipide - 
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Les figures 3, 4 et 5 illustrent respectivement 
les spectres de resonance magnetique nucleaire du ^^P 
obtenus a partir de I'echantillon a (figure 3), 
b (figure 5) et d (figure 4) de I'exemple 3. 

La figure 6 illustre le spectre de 

diffusion de neutrons experimental, en echelle 

logarithm! que, d'un melange DMPC/derive de 

cyclodextrine (echantillon d) obtenu dans I'exemple 

3 avec trois courbes theoriques de diffusion de 
micelles spheriques, de micelles cylindriques et de 
bicouches . 



La figure 7 illustre les spectres de 
diffusion de neutrons experimentaux en Echelle 
logarithmique de melanges d'acide 16-iodo-3- 
15 methylhexadicanoique et du derive de cyclodextrine de 
I'exemple 1 (1/1 et 0,5/1 mol) ainsi que le spectre de 
diffusion de neutron du derive de cyclodextrine de 
I'exemple 1 seul avec la courbe de diffusion theorique 
de nanoparticules seules. 

20 Ea^ose detaille des modes de realisation. 

Exemple 1: Synthese du mono-6- (cholest-5-en-3a- 
ylamido) succinylamido-6-desoxy-2 ,2 ' ,2'', 2''', 2'"'', 
2-.... ,2""", 6', 6", 6'", 6"", 6""', 6"'"'- 
25 trideca-O-metliyl-cycloiaaltoheptaose . 

Ce compose est le derive de formule (I) 
avec representant le groupe de formule (III), R 

etant le groupe methyle, representant H, tous les R^ 
representant OCH3, m §tant egal a 2 et n etant egal a 
30 6. 
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a) Preparation du inono-6-azido-6-desoxy- 
2,2',2'\2''',2'''^2''''',2'''''',6',6*',6''\6'''', 
6 ' ' ' ' ' , 6 ' ' • ' ' ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose . 

Dans un ballon, on dissout 2 g (1,7 mmol) 
5 de Tnono-6-azido-6-desoxy-cyclomaltoheptaose (obtenu par 
exemple selon le protocole decrit dans Tetrahedron 
Lett. (1993), 3±, pp. 2457-2460 [8] et J. Chem. Soc. 
Perkin Trans 2 (1995), pp. 723-730) [9]) dans 15 mL de 
dimethylsulf oxide anhydre. Cette solution est 

10 additionnee de 15 mL de dimethylf ormamide (DMF) 
anhydre. On ajoute ensuite sous atmosphere d' azote et 
sous vive agitation, 3,8 g (--12 mmol) d^hydroxyde de 
baryum octahydrate et 3,6 g (--24 mmol) d^oxyde de 
baryum. Apres homogeneisation du milieu, on ajoute 8 mL 

15 de sulfate de dimethyle (-84 mmol), et on laisse sous 
vive agitation, sous atmosphere d' azote, pendant 
30 heures a 8 °C, La suspension d'un aspect laiteux est 
ensuite additionnee de 5 mL d'ammoniaque a 20 % et 
agitee pendant 3 heures a temperature ambiante. On 

20 laisse decanter au ref rigerateur pendant une nuit. 
Apres concentration du surnageant sous pression 
reduite, le solide residuel est repris avec 100 mL de 
dichloromethane, et encore deux fois avec 50 mL de 
dichloromethane . Les phases organiques sont 

25 rassemblees, lavees 3 fois avec 20 mL d'une solution 
aqueuse saturee en chlorure de sodium, 2 fois avec 
20 mL d'eau, sechees sur sulfate de magnesium et 
concentrees sous pression reduite. Le produit est 
precipite par addition de 100 mL de n-hexane, filtre, 

30 lave avec 100 mL de n-hexane et seche sous vide. 
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On recueille 0,80 g (0,60 mmol) de mono-6- 
azido-6-desoxy-2 ,2', 2", 2"', 2"", 2'"", 
2'''''',6',6'',6''',5"'',6''''',6"'''' -trideca-0- 
methyl-cyclomaltoheptaose qui se presents sous la forme 
5 d'une poudre blanche. 

b) Preparation du mono-6-amino-6-desoxy-2, 
2', 2'', 2''', 2'''', 2''''', 2'''''', 6', 6'', 6''*, 6'''', 
5 I I I I » ^ 6 ' ' ' ' ' ' -trideca-O-methyl-cycloraaltoheptaose . 

On dissout 0,75 g (0,55 mmol) du compose 
10 obtenu en a) dans 30 mL de DMF. A cette solution, on 
ajoute goutte a goutte et sous agitation a temperature 
ambiante 0,7 5 g (2,86 mmol) de triphenylphosphine dans 
5 mL de DMF. Le milieu react ionnel est maintenu a 
temperature ambiante pendant 2 heures, refroidi a 0°C 
15 et traite par 14 mL d' anunoniaque a 20 %- On laisse 
IB heures a temperature ambiante sous agitation, puis 
le solvant est elimine sous pression reduite et le 
solide residuel est repris avec 30 mL d'eau. L'abondant 
insoluble de triphenylphosphine et de 1 ' oxyde 
20 correspondant est elimine par filtration. La solution 
est concentres sous vide et le produit est purifie par 
chromatographie sur colonne de resine echangeuse d'ions 
(resine Lewatit SP 1080 sous forme H*) . On recueille 
0,35 g (0,27 mmol) de mono-6-amino-5-desoxy- 
25 2, 2', 2", 2'", 2"", 2"'", 2 ,6', 6", 6'", 6"", 

g 1 I I I 1 ^ 6 1 • « ' < ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose qui 
se presente sous la forme d'une poudre blanche. 
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c) Preparation du mono-6- (cholest-5-en-3a- 
ylamido) succinylamido-6-desoxy-2, 2', 2'', 2''', 2''**, 
2,.,..^2'''''',6',6'\6''\6'''\6''''',6''''''- 

trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose . 

5 A une solution de 0,25 g (0,19 mmol) du 

compose obtenu en b) dans 6 mL de DMF anhydre, on 
ajoute sous atmosphere d' azote et sous agitation a 
temperature ambiante 0,019 g (0,19 mmol) d* anhydride 
succinique dans 2 mL de DMF anhydre . Le milieu 

10 reactionnel est maintenu a temperature ambiante pendant 
5 heures, puis additionne de 0,11 mL (0,76 mmol) de 
N, N ' -diisopropylcarbodiimide et de 0, 028 g (0,19 mmol) 
d' hydroxybenzotriazole dans 2 mL de DMF anhydre. Apres 
30 minutes d' agitation a temperature ambiante, on 

15 ajoute 0, 089 g (0,23 mmol) de cholest-5-en-3a-ylamine 
(obtenu en deux etapes a partir du cholest-5-en-3p-ol 
selon les protocoles decrits dans Tetrahedron Lett. 
(1977), pp. 1977-1980 [10]. Le melange reactionnel est 
laisse sous agitation a temperature ambiante pendant 48 

20 heures, hydrolyse par addition de 0,30 mL d'eau et 
concentre sous pression reduite. Le solide residuel est 
purifie par chromatographie sur colonne de gel de 
silice (gel de silice 60 Fluka; eluant : CH2Cl2-MeOH 
95:5 puis 9:1 (v/v) ) . On recueille 0,24 g de mono-6- 

25 (cholest-5-en-3a-ylamido) succinylamido-6-desoxy-2, 2 ' , 

2'', 2*'', 2*''', 2''*'', 2'''''*, 6', 6'', 6''', 6'''', 6''''*, 
gt I t I f ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose . 

(71 % de rendement en compose pur final a 
partir du mono-6-amino-6-desoxy-2, 2*, 2'*, 2'*', 2'''', 
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2, .,.1^2'''''', 6', 6'', 6''", 6'''*, 6''''', 6''''''- 

tr ideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose ) . 

Les caracteristiques de ce compose sont les 

suivantes : 

5 - Chromatographie sur couches minces (Plaques de Silice 
Merck) Rf = 0,50 dans le melange CH2Cl2-MeOH 9:1 (v/v) , 
revelation par H2SO4 10 %. 

- Spectrometrie de masse: ESI-MS : m/z = 1805, 95 
[M+Na]"^ pour Cee H146 N2036Na. 

10 - RMN (500 MHz, 25°C, solution 7 mM dans CDCI3) : 

attribution par des experiences COSY et COSY relais : 
5 = 6,49 (NH CD), 5,70 (NH Choi), 5,38 (H-6 Choi), 
5,28-4,88 (H-1, OH-3 CD), 4,11 (H-3 Choi), 3,99-3,16 
(H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6', OCH3 CD), 2,60-2,48 (CH2 

15 SUGG, H-4 Choi), 2,04-0,68 (H Choi), 



Exemple 2: Preparation de nanoparticules de mono-6- 
( choles t-5-en- Sa-ylamido ) succiny lamido- 6 -desoxy- 
2, 2 ',2'', 2''', 2'''', 2''''', 2'^*''', 6', 6'', 6''', 6'''', 6' 
20 iiii^gitit' < -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose . 

On prepare des nanoparticules de mono-6- 
(cholest-5-en-3a-ylamido) succinylamido-6-desoxy-2, 2 ' , 
2", 2''', 2'''*, 2''*'', 2'''''', 6', 6'', 6''', 6'''', 6'''*', 
gi f I I f ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose simplement 
25 en formant une solution aqueuse de cette cholesteryl- 
cyclodextrine a une concentration superieure a sa 
concentration micellaire critique (cmc) . 
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La cmc de la cyclodextrine de 1 ' example 1 a 
ete determinee par des mesures de tension de surface. 
La valeur de la cmc est de 9.10"^ mol/L. 

Le diametre hydrodynamique moyen des 
5 nanopart icules a ete mesure par diffusion quasi- 
elastique de la lumiere. La valeur du diametre moyen 
(DM) calculee selon 1 ' approximation de Stokes-Einstein 
basee sur le modele des spheres parfaites sans 
interactions est de 0,6 nm (60 A), L' analyse par 
10 diffusion statique de la lumiere de solutions aqueuses 
de nanoparticules a differentes concentrations 
(2,5.10'^, 5.10"^ et 10"^ mol/L) donne une masse moyenne 
des agregats de 43000 g/mol, ce qui correspond a 
24 monomeres en moyenne par nanoparticule . 

15 La forme parfaitement spherique ainsi que 

la taille des nanoparticules ont ete confirmees par 
diffusion de neutrons. Le spectre de diffusion obtenu a 
partir d'une solution 10"^ mol/1 dans D2O du derive de 
cyclodextrine de 1 ' exemple 1 est represente sur la 

20 figure 1 (spectre 1) . 

Sur la figure 1, on a egalement represente 
les spectres theoriques simulant des spheres (spectre 
2) f des cylindres (spectre 3) ou des lamelles (spectre 
4) formes a partir du derive de cyclodextrine de 

25 1' exemple 1, a une concentration de 10"^ mol/L dans D2O. 
La superposition du spectre 2 simulant les spheres avec 
le spectre experimental 1 prouve la forme spherique des 
agregats de cholesteryl-cyclodextrine . Ces agregats 
sent tapisses a la surface de cavites de cyclodextrines 

30 disponibles pour 1' inclusion de molecules actives 
hydrophobes, le coeur etant constitue des groupements 
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cholesterol. Le spectre theorique simulant les spheres 
donne un diametre moyen de 0,5 nm (50 A) et un nombre 
moyen de monomeres par nanoparticule de 24. 



5 Exemple 3: Preparation des systemes mixtes de moxio-6- 
(cholest-5-en-3a-ylamido) siiccinylaiBido-6-desoxy-2 ,2 ' , 
2'',2''',2'''',2''''',2'''''',6',6'',6''',6'''',6''''', 
g I I I 1 I I — txideca-O-xaethyl-cyclomaltoheptaose et de Di- 
Myristoyl-Phosphatidyl-Choline (DMPC) . 

10 On prepare une suspension aqueuse 

a 15.10"^ mol/L de DMPC soit sous la forme de vesicules 
multilamellaires de grande taille (MLVs) , soit sous la 
forme de vesicules unilamellaires de petite taille 
(SUVs), en suivant les protocoles de preparation 
15 decrits par exemple dans "Liposomes: a practical 
approach", R.R.C. New Ed., IRL Press, Oxford University 
Press, 1990 [11] . On ajoute a la suspension de MLVs ou 
de SUVs de DMPC la cyclodextrine de 1 ' exemple 1 de 
fagon a ce que la concentration finale de la 
20 cyclodextrine dans le melange aqueux cyclodextrine/DMPC 
soit de 0,5.10'^ ou 2,5.10'^ mol/L. 

La figure 2 illustre 1' aspect des 
differents melanges apres 12 h a 25 °C. Dans le tube a, 
il s ' agit d'une suspension aqueuse de vesicules 
25 unilamellaires de DMPC 15 mM. Les tubes c et d 
correspondent aux melanges DMPC/cyclodextri- 

ne : 15.10-^0,5.10"' et 15 . 10-V2 , 5 . 10"' mol/L 
respectivement. Le tube b est un tube "temoin" 
correspondant au melange DMPC/heptakis (2, 6-di-O- 
30 methyl )cyclomaltoheptaose 15. 10"V2, 5. 10"' mol/L, soit 
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un melange de DMPC avec una cyclodextrine ne comportant 
pas de substituant steroide. 

Les differents melanges sont examines par 
spectroscopie RMN du ^^P a 81 MHz. 

5 La figure 3 represente le spectre 

correspondant au tube a (DMPC seule) . 

La figure 4 represente le spectre 
correspondant au tube d (melange DMPC/cyclodextrine ; 
15.10'^/2,5.10"^ mol/L) . 

10 La figure 5 represente le spectre 

correspondant au tube b (melange DMPC/cyclodextrine de 
I'art anterieur) . 

L* existence de petites vesicules 

unilamellaires de DMPC dans le tube a est confirmee sur 
15 le spectre de la figure 3, par la presence des deux 
pics tres fins vers 0 ppm correspondant aux phosphores 
situes a I'interieur et a I'exterieur des vesicules. 

Le spectre de la figure 4 qui correspond a 
1 ' echantillon d, parfaitement transparent, se reduit a 

20 une seul pic fin centre a 0 ppm, indiquant la presence 
d'agregats plus petits que les vesicules unilamellaires 
du tube a. Le spectre correspondant au tube "temoin" b 
indique la formation de vesicules plus grandes que les 
vesicules de depart. II n'y a pas de reorganisation du 

25 milieu avec cette cyclodextrine- 

Dans le tube c, la quantite de 
cyclodextrine de 1' invention est trop faible par 
rapport a la quantite de DMPC pour conduire a une 
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solution transparente coinine dans le tube d. On obtient 
un melange biphasique. 

Le diametre hydrodynamique moyen des 
agregats mixtes de 1 ' echantillon d a ete mesure par 
5 diffusion quasi-elastique de la lumiere. La valeur du 
diametre moyen (DM) calculee selon 1 ' approximation de 
Stokes-Einstein basee sur le modele des spheres 
parfaites sans interactions est de 13 nm (130 A) . 

On examine ensuite 1 ' echantillon d par 
10 diffusion de neutrons. 

La figure 6 illustre le spectre de 
diffusion obtenu (spectre 5) . Sur la figure 6, on a 
egalement represents les spectres theoriques simulant 
des spheres (spectre 6), des cylindres (spectre 7) ou 

15 des lamelles (spectre 8) formes a partir du melange 
DMPC/cyclodextrine de I'exemple 1 avec le rapport 
15. 10"^/2, 5. 10"^ mol/L dans D2O. La superposition du 
spectre 6 simulant des spheres avec le spectre 
experimental 5 prouve la forme spherique des agregats 

20 mixtes DMPC/cyclodextrine de I'exemple 1. Ces systemes 
spheriques mixtes presentent a la surface des cavites 
de cyclodextrines susceptibles d'inclure des molecules 
actives hydrophobes. Le spectre theorique simulant les 
spheres donne un diametre moyen de 10^8 nm (108 A). 
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Exemple 4 : Preparation de complexes 
d' inclusion du compose mono-6- (cholest-5-en-3a- 
ylamido) succinylamido-6-desoxy-2 ,2 ' ,2'', 2''', 2'''', 
2«.''',2'''''',6',6'',6''',6'''',6''''',6''''''- 
5 trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose avec diverses 
molecules actives hydrophobes . 

A une solution aqueuse de nanoparticules de 
mono-6- (cholest-5-en-3a-ylami do) succinylamido-6-desoxy- 
2,2',2'',2''',2'"',2''''',2'""',6',6'',6''',6'"', 
IQ 6 • ' • ' ' , 6 ' ' ' ' ' ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose 

obtenue comme dans I'exemple 2, on ajoute simplement le 
compose hydrophobe soit directement , soit en solution 
dans un solvant organique approprie, par exeinple 
1' acetone, qu'on laisse evaporer lentement a I'air 
15 libre. 

Differentes molecules actives hydrophobes 
ont ete testees et se sont revelees capables de former 
des complexes d' inclusion avec la cyclodextrine de 
I'exemple 1. Ainsi, on a solubilise en milieu aqueux 

20 par formation d'un complexe d' inclusion I'acide 
16-iodo-3-methylhexadecanolque, un acide gras utilise 
comme agent de contraste pour 1 ' imagerie medicale qui 
avait deja pu etre solubilise dans des cyclodextrines, 
comme il est decrit dans FR-A-2 726 765 [12] . 

25 La figure 7 represente les spectres de 

diffusion de neutrons obtenus avec : 

- la solution de nanoparticules de cyclodextrine de 
I'exemple 1 et I'acide gras { 1 : 0,5 eq. mol) (spectre 
9) ; 
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" la solution de nanoparticules de cyclodextrine de 
1' example 1 et I'acide gras (1 : 1 eq, mol) (spectre 
10) ; et 

- la solution de nanoparticules de cyclodextrine 
5 seule (spectre 11) . 

Sur cette figure, on a egalement represente 
le spectre theorique (Spectre 12) simulant les spheres. 

Sur cette figure, on voit que 
1' incorporation des molecules d'acide gras dans les 

10 nanoparticules de la cyclodextrine de I'exemple 
1 entraine des modifications nettes au niveau des 
spectres de diffusion. L'intensite I (q) se trouve 
augmentee. L'intensite I(q) est proportionnelle au 
volume des nanoparticules. La presence de molecules 

15 supplementaires (molecules d'acide gras) dans les 
nanoparticules a pour effet d' augmenter la valeur du 
contraste et done de l'intensite. 

L' incorporation dans les nanoparticules de 
mono-6- (cholest-5-en-3a-ylamido) succinylamido-6-desoxy- 
20 2,2',2'',2*'\2'''',2''»'',2'''''',6',6",6''',6'''',6' 
» ' • " , 6' * ' ' ' ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose des 
composes hydrophobes suivants : 

la dothiepine (neurotrope) , 

le chloramphenicol (bacteriostatique) , 

25 - la vitamine A, et 

I'esculine (tonique de la parol vasculaire) , 

a egalement ete mise en evidence par diffusion de 
neutrons . 
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REVENDICATIONS 




dans laquelle : 

R"^ represente un groupe derive d' un sterolde, 
20 " R represente un groupe alkyle ou aryle 
event uellement subst itue, 

3 , 2 

R represente H ou R , 

4 2 

tous les R representent OR , ou 
- I'un des R^ represente -NHCO (CH2) mCONHR^ et les autres 

25 R^ representent OR^ a condition qu'il y ait au moins 

une unite glucose avec R^ representant OR^ entre les 
deux unites glucose comportant le 

substituant — ^NHCO — (CH2)m — CONH — R^, 
m est un nombre entier allant de 1 a 8, et 

30 - n est egal a 5, 6 ou 7 . 
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2. Derive de cyclodextrine selon la 
revendication 1 dans lequel R"^ represente le groupe de 
formule : 




3. Derive de cyclodextrine selon la 

4 

revendication 1 ou 2, dans lequel tous les R 

2 

representent OR - 
15 4. Derive de cyclodextrine selon I'une 

2 

quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel R 
represente le groupe methyle et R^ represente un atome 
d' hydrogene . 

5. Derive de cyclodextrine selon I'une 
20 quelconque des revendications l a 4, dans lequel n est 

egal a 6. 

6. Derive de cyclodextrine selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel m est 
egal 2. 

25 

7 . Mono"6- (cholest-5-en-3a-ylamido) succi- 
nylainido-6-desoxy-2,2' ,2' ' ,2" ' ,2" " , 2' " " , 
2' ' ' ' ' ' , 6' , 6' ' , 6' ' ' , 6' ' ' ' , 6' ' ' ' ' , 6' ' ' ' ' ' -trideca-O- 
methyl-cyclomaltoheptaose . 

30 
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8. Procede de preparation d'un derive de 
cyclodextrine de formule : 




(I) 



dans laquelie : 

R*^ represente un groupe derive d'un sterolde, 
20 - represente un groupe alkyle ou aryle 

eventuellement substitue, 

represente H^. 
tous les R representent OR , ou 
- I'un des R^ represente -NHCO (CH2 ) mCONHR^ et les autres 
25 R"^ represent OR^ a condition qu'il y ait au moins une 

unite glucose avec R^ representant OR^ entre les deux 
unites glucose comportant le 

substituant — NHCO— (CH2) m— <^ONH— r\ 
m est un nombre entier allant de 1 a 8, et 
30 - n est egal a 5, 6 ou 7, 

qui comprend les etapes suivantes : 




dans laquelle tous les representent OH, ou I'un des 
represents — N3 et les autres representent OH a 
20 condition qu' il y ait au moins une unite glucose avec 
R^ representant OH entre les deux unites glucose 
comportant le substituant N3, et n est egal a 5, 6 ou 
7, 

avec un sulfate de dialkyle S04R^2 avec R^ ayant la 
25 signification donnee ci-dessus, en milieu basique pour 
obtenir le derive de cyclodextrine de formule : 



30 




dans laquele tous les representent OR , ou I'un des 
R^ represents N3 et les autres R representent OR , et 
15 R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

b) effectuer une reaction de Staudinger sur le 
derive de formule (V) a I'aide de triphenylphosphine et 
d' ammoniaque pour convertir N3 en NH2 et obtenir le 
derive de formule : 



20 



25 
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dans laquelle tous les r'' representent OR^, ou I'un des 
r'' represents NHa et les autres R representent OR , et 
R^ et n sont tela que definis ci-dessus, 

c) faire reagir le derive de formula {VI ) avec 
5 un anhydride d' acide de f orraule : 



10 




(VII) 



15 



20 



25 



30 



ou m est tel que defini ci-dessus, pour obtenir le 
derive de formule : 




(vm) 



dans laquelle tous les R^ representent OR^ ou I'un des 

R^ represente — NHCC^ ( CH2 ) m— <^00H et les autres R^ 

representent OR^, et R^ m et n sont tels que definis 

ci-dessus, et 

d) faire reagir le derive de formule (VIII) 

avec un compose de formule NHs-R^ pour obtenir le derive 

de cyclodextrine de formule (I) defini ci-dessus. 



wo 00/66635 




PCT/FROO/01102 



9, Procede de preparation d'un derive de 
cyclodextrine de formule : 



NHa3~(CH2)m- CONH — 




(I) 



dans laquelle : 

represente un groupe derive d'un sterolde, 

represente un groupe alkyle ou aryle 
20 eventuellement substitue, 

3 2 

R represente R , 

4 2 

tous les R representent OR ^ ou 

- l^un des R^ represente -NHCO (CH2)mC0NHR^ et les autres 
R^ representent OR^ a condition qu' il y ait au moins 

25 une unite glucose avec R representant OR entre les 

deux unites glucose comportant le 

substituant — NHCC^(CH2) m— ^^ONH — ^r\ 

- m est un nombre entier allant de 1 a 8, et 

- n est egal a 5, 6 ou 1, 

30 qui comprend les etapes suivantes : 
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a) faire reagir un derive de formule 



10 




(IV) 



dans laquelle tous les representent OH, ou I'un des 
represente — N3 et les autres R^ representent OH a 
condition qu' il y ait au moins une unite glucose, avec 
15 R^ representant OH entre les deux unites glucose 
comportant le substituant N3, et n est egal a 5, 6 ou 
7, 

avec un iodo alcane de formule IR^ dans laquelle R^ a la 
signification donnee ci-dessus, en presence de NaH pour 
20 pour obtenir le derive de cyclodextrine de formule : 



25 




dans laquelle tous les representent OR , ou I'un des 
15 R^ represente N3 et les autres R^ representent OR^, et 
R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 



b) effectuer une reaction de Staudinger sur le 
derive de formule (IX) a I'aide de triphenylphosphine 
et d' ainitioniaque pour convertir N3 en NH2 et obtenir le 
20 derive de formule : 



25 




30 
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dans laquelle tous les R*^ representent OR^, ou I'un des 
^'^ represents NH2 et les autres R^ representent OR , et 
R^ et n sont tels que definis ci-dessus, 

c) faire reagir le derive de formule (X) avec 
5 un anhydride d' acide de formule : 




ou m est tel que defini ci-dessus, pour obtenir le 
derive de formule : 




dans laquelle tous les R^ representent OR ou I'un des 

r'' represente — NHCO— (CH2) m— ^OOH et les autres R^ 

30 representent 0R^ et R^, m et n sont tels que definis 

ci-dessus, et 

d) faire reagir le derive de formule (XI) avec 

un compose de formule NH2-R^ pour obtenir le derive de 

cyclodextrine de formule (I) defini ci-dessus. 
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10. Complexe d' inclusion d'un derive de 
cyclodextrine selon I'une quelconque des revendications 
1 a 7, et d'un compose hydrophobe. 

11. Complexe selon la revendication 10, 
5 dans lequel le compose hydrophobe est choisi parmi les 

steroides, les neurotropes, les bacteriostatiques , les 
vitamines, les toniques de la parol vasculaire et les 
agents de contraste. 

12. Complexe selon la revendication 10, 
10 dans lequel le compose hydrophobe est choisi parmi 

I'' acide IG-iodo-S-methylhexadecanolque, la dothiepine, 
le chloramphenicol, la vitame A et I'esculine. 

13- Solution aqueuse de nanoparticules d'un 
derive de cyclodextrine selon I'une quelconque des 
15 revendications 1 a 7 ou d'un complexe d' inclusion selon 
I'une quelconque des revendications 10 a 12. 

14. Systeme de tensioactifs organise 
comprenant un derive de cyclodextrine selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7 ou un complexe 

20 d' inclusion selon I'une quelconque des revendications 
10 a 12. 

15. Systeme selon la revendication 14 dans 
lequel le tensioactif est un phospholipide . 

16. Solution aqueuse comprenant en solution 
25 un systeme mixte forme a partir de vesicules de 

phospholipides ou de proteines membranaires, et d'au 
moins un derive de cyclodextrine selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 7 ou d' au moins un complexe 
d' inclusion selon I'une quelconque des revendications 
30 10 a 12. 
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RAPPORT DEXAMEN 

PREUMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale PCT/FROO/01 1 02 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale {les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-17,19-21, version initiale 

23-31 

"•^'22 regue(s) Ie 10/03/2001 avec la lettre du 07/03/2001 

Revendications, N"': 

1-16 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/3-3/3 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etalent a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire Internationale (selon la reqie 55 2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (Ie cas echeant), I'examen preliminaire Internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande Internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a Tadministration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle Ie listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
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celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la descnption, pages : 

□ des revendications, n°® : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de Texpose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apr§s (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants : 

D1 : FR-A-2 681 868 (SEDERMA SA) 2 avrll 1993 

D2: EP-A-0 751 1 50 (COMMISARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE) 2 janvier 1 997 
& FR 2 736 056 A (CEA) 3 janvier 1 997, cite dans la demande 

1. Nouveaute 

L'objet des revendications 1-16 est nouveau par rapport a I'art anterieur disponible 
(Article 33(2) PCT). 

D1 , qui represente I'art anterieur le plus proche, decrit des derives amphiphiles de 
cyclodextrine obtenus par attachement de chaTnes grasses aux groupes hydroxyles 
primaires des residus glycosyles (voir le compose (IV) a la page 4, lignes 1-6, constitue 
de cyclodextrines monomodifiees en position 6 avec X = -NH-CO-R, R etant une 
chame alkyle de C6 a C20 lineaire ou ramifiee, saturee ou non, hydroxylee ou 
non). Ces derives de cyclodextrine sont utilises dans les compositions cosmetiques, 
ainsi qu'en pharmacie. 

Les derives de cyclodextrine des revendications 1 et 7 different de celui de D1 par la 
presence d'un groupe derive d'un steroide a I'extremite de la chame aliphatique. 

2. Activite inventive 

2.1. L'objet des revendications 1-7 est inventif (Article 33(3) PCT). 

Le probleme technique que se propose de resoudre la presente invention peut etre 
considere comme etant I'elaboration de derives amphiphiles de cyclodextrine, stables 
en milieu physiologique, susceptibles d'inclure des composes chimiques hydrophobes, 
ayant de bonnes capacites d'incorporation dans les systemes de tensio-actifs 
organises conduisant a la formation de systemes mixtes et presentant des proprietes 
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d'auto-organisation en milieu aqueux. 

Ni D1 ni D2 ne suggerent de remplacer le groupement alkyle R de D1 par un 
substituant derive d'un steroide pour obtenir les effets desires. 

En outre, Les derives de cyclodextrine de D2 ne sont pas stables en milieu * 
physiologique, leur capacite d'incorporation dans des systemes organises restent 
limitees et ils ne s'auto-organisent pas spontanement en milieu aqueux pour donner 
des particules de tailles et de formes bien definies. 

Quant aux derives de cyclodextrine de D1 , ils ne possedent pas de capacite d'auto- 
organisation et de stabilite en milieu physiologique. La comparaison de I'exemple 8 de 
D1 et de la description de la presente demande a la page 18, lignes 25-27, et a la page 
28, lignes 18-25, montre que les derives de cyclodextrine selon la presente demande 
conduisent a la formation d'aggregats mixtes DMPC/cyclodextrine spheriques lors de 
leur mise en contact avec une suspension auqeuse de DMPC (solution limpide, 
transparente), ce qui n'est pas le cas dans D1 (suspension opalescente). 

2.2. L'objet des revendications 8-16, concernant un precede de preparation d'un 
derive amphiphile de cyclodextrine selon la revendication 1, des complexes d'inclusion 
des derives de cyclodextrine selon les revendications 1-7, une solution aqueuse de 
nanoparticules d'un derive de cyclodextrine selon Tune des revendications 1-7 et un 
complexe d'inclusion selon I'une des revendications 10-12, est egalement inventif 
(Article 33(3) PCT). 

3. Application industrielle 

L'objet des revendications 1-16 est susceptible d'application industrielle (Article 34(4) 
a) i) PCT). 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande intemationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5,1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans le document D1 et ne cite pas ce 
document. 
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Aussi, 1* invention a aussi pour objet un 
systeme de tensioactifs organise comprenant un derive 
de cyclodextrine ou un complexe d' inclusion de ce 
derive conformes a 1' invention- Les tensioactifs 
5 susceptibles de former de tels systemes organises 
peuvent etre de differents types. A titre d'exemple, on 
peut citer les phospholipides repondant a la formule 
generale suivante : 



10 



CH2 



H 



(XII) 



H2C O ^^^^^ N(CH3)3 



O 

dans laquelle fepresente CH3- (CH2) p-CO avec p etant 
un nombre entier allant de 6 a 18. Ces phospholipides 
15 sont capables de former de petites vesicules 
unilamellaires . C*est le cas en particulier de la 
dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) qui repond a la 
formule ci-dessus avec p = 12. 

Pour incorporer le derive de cyclodextrine 
20 ou un complexe d* inclusion de ce derive conformes a 
1' invention dans le systeme organise de tensioactifs, 
on peut prealablement former des petites vesicules de 
DMPC par sonication puis ajouter dans la solution 
aqueuse le derive de cyclodextrine ou le complexe 
25' d' inclusion. Le systeme mixte ainsi obtenu devient 
alors parfaitement soluble dans 1 ' eau conduisant ^ une 
solution limpide. Le systeme mixte obtenu dans ce cas 
precis est une micelle mixte d'un rayon moyen de 60 A, 
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On recueille 0,.80 g (0,60 mmol) de mono-6- 
a2ido-6-desoxy-2,2\2' \ 2'",2'*",2""', 
2'^'''',6',6»^6''',6*''',6'*''',6'''''' -trideca-0- 
methyl-cyclomaltoheptaose qui se presente sous la forme 
5 d'une poudre blanche. 

b) Preparation du mono-e-amino-e-desoxy-Z, 
2',2'',2''\2'''',2''''\2»'''*\6',6»\6''\6*''\ 
6 1 . t r » ^ g , f . T I , -trideca-O-methyl-cyclonialtoheptaose . 

On dissout 0,75 g (0,56 ramol) du compose 

10 obtenu en a) dans 30 mL de DMF. A cette solution, on 
ajoute goutte a goutte et sous agitation a temperature 
ambiante 0,75 g (2,86 mmol) de triphenylphosphine dans 
5 mL de DMF. Le milieu reactionnel est maintenu & 
temperature ambiante pendant 2 heures, ref roidi a 0°C 

15 et traite par 14 mL d' ammoniaque a 20 % . On laisse 
18 heures a temperature ambiante sous agitation, puis 
le solvant est elimine sous pression reduite et le 
solide residuel est repris avec 30 mL d'eau. L'abondant 
insoluble de triphenylphosphine et de I'oxyde 

20 correspondant est elimine par filtration. La solution 
est concent ree sous vide et le produit est purif ie par 
chromatographie sur colonne de resine echangeuse d'ions 
(resine Lewati^SP 1080 sous forme H^) . On recueille 
0,35 g (0,27 mmol) de mono-6-amino-6-desoxy- 

25 2,2',2'',2''',2'''',2''''',2''»''',6',6'',6'*',6'''', 

6 ' ' ' • • , 6 ' ' ' • • ' -trideca-O-methyl-cyclomaltoheptaose qui 
se presente sous la forme d'une poudre blanche. 
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